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論 文 内 容 要 旨
1.緒 言
昆虫の生体防御反応では、細菌等の侵入によ り、体液中のフェノールオキ シ
ダーゼの活性化 、抗菌性ペプチ ド等の液性防御 因子の誘導生産 が顕著 に認め ら
れ る。ただし、抗体の生産は認め られない。これ ら生体防御因子のうち、抗菌
性ペプチ ドは新 しいタイプの抗菌剤や抗生物質 として利用できる可能性が考 え
られ る。昆虫の生産する抗菌性ペプチ ドはセクロピン類、昆虫ディフェンシ ン
類、グリシン残基に富むペプチ ド類、プロリン残基に富むペプチ ド類の4つ の
グループに分 けられる。鱗翅 目昆虫からはセクロピン類とグ リシン残基に富む
ペプチ ド類のみが単離されている。古 くから産業的に利用されているカイコで
はセクロピン類が単離されているのみで、新規な抗菌性ペプチ ドが存在 して い
る可能性が考 えられた。
本研究は新規抗菌性ペプチ ドの探索を目的 とした。結果として、カイコか ら
複数の新規抗菌性ペプチ ドを単離 し、それ らの一次構造や性質を明らかにした。
また、これ らのうち利用の可能性が高いと考え られるものにつ いては大腸菌 で
の生産系を構築 した。
2.抗菌性ペプチ ド セクロピンD前 駆体の単離及び成熟型への変換
抗菌活性 を誘 導したカイコの体液を調製し、大腸菌に対す る抗菌活性を指標
に分画を行 った。陽イオン交換 カラムクロマ トグラフィーでの非吸着画分、及
び最初に溶出 した抗菌活性画分か らそれぞれ1つ ずつ抗菌性ペプチ ド(CSR及
びCTIR)を単離 した。
両ペプチ ドのN末 端アミノ酸配列を調べたところ、いずれもカイコの既知の
セクロピンDと 同 じ配列 を示した。 しか し、得たペプチ ドの質量、塩基性の強
さは互いに異なってお り、これ らの結果か ら、CTIRは既知の成熟型セクロピン
Dで あ り、CSRはセクロピンDのC末 端がアミ ド化 を受ける前の、グリシン残
基が付加 した前駆体ペプチ ドであると考えられた(図1)。 市販のペプチジル
グリシンα一アミ ド化酵素を作用させたところ、前駆体ペプチ ドは成熟型に変換
された(図2)。.
成熟型 と前駆体の抗菌活性を調べたところ、成熟型の方が前駆体よ りも強 い
抗菌活性 を示 した(表1)。C末 端のアミ ド化はセクロピンDの 抗菌活性の発
現 に重要であると考えられた。
3.新規抗菌性ペプチ ド レボシンの単離、構造及び作用
上記の陽イオン交換カラムクロマ トグラフィーにおいて成熟型セクロピンD
画分の次に溶出 してくる抗菌活性画分から、新規と考えられる抗菌性ペプチ ド
を3つ 単離 した。
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これ らのペプチ ドのアミノ酸配列は互いに良 く似てお り、特 にプロリン残基
に富むことが特徴的であった。質量分析の結果、これ らのペプチ ドにはいず れ
も糖鎖が付加している可能性が考えられた。糖分析、グリコシダーゼによる消
化によ り、付加 している糖鎖の構造を明らかに した。 これ らの新規糖ペプチ ド
をレボシン(1-3)と 名付けた。レ:ボシン1と2は 同じアミノ酸配列 をもち、
糖鎖の部分のみが異なっていた。レボシン3は 一箇所だけアミノ酸配列が異な
り、糖鎖の構造はレボシン2と 同じであった(図3)。
レポシンは一部のグラム陰性細菌に抗菌活性 を示 したものの、抗菌活性の強
さはセクロピン類には及ばなかった。また、糖鎖をもたない化 学合成 レボシン
は糖鎖 をもつものに比べてより弱い抗菌活性を示 した(表2)。 レボシンの抗
菌活性は生理的な濃度の塩によ り強 く阻害された。 レボシン3の 添加によ り、
塩濃度の低い条件ではグルコースを内包 したリボソームか らのグルコースの漏
出が認め られ(図4)、 レボシンは膜の透過性 を高めることにより作用 して い
るものと考えられた。
レボシンの抗菌活性の特徴か ら、レボシンが生体中で単独で抗菌性ペプチ ド
として機能 している可能性は低 く、他の抗菌性 ペプチ ドと共に働いている可能
性が考えられた。 レボシン3と 、セクロピン類 の中では抗菌活性の比較的弱 い
セクロピンDと の共存による効果を調べたところ、両者は大腸菌 に対 して相乗
的に抗菌作用を示す ことを見い出した(表3)。
一次構造の特徴か らレボシンは昆虫由来のプロリン残基に富む抗菌性ペプチ
ドの仲間に属す ると考えられた。 レボシンのア ミノ酸配列、抗菌活性の特徴 は
ミツバチ由来のプロリン残基に富む抗菌性ペプチ ドであるアバ エシンのもの と
よく似ていた。
4.新規抗菌性ペプチ ド モリシンの単離、構造及び作用
鱗翅目昆虫か らの抗菌性ペプチ ドの単離は専 らグラム陰性細菌に対する活性
を指標に行われてきた。カイコ免疫体液のグラム陽性細菌に対する抗菌活性 を
調べたところ、カイコ免疫体液は有害なグラム陽性細菌である黄色ブ ドウ球菌
に対しても抗菌活性を示した。黄色ブドウ球菌に対する抗菌活性を指標に、カ
イコ体液から新規と考えられる抗菌活性画分を1つ見い出し、この画分から抗
菌性ペプチ ドを1つ単離した。
アミノ酸組成、アミノ酸配列、質量を調べることによりこのペプチ ドの一次
構造を明らかにした(図5)。 このペプチ ドは既知の抗菌性ペプチ ドとは特に
相同性を示さず、全く新しいタイプの抗菌性ペプチ ドであると考えられた。 こ
のペプチ ドをモリシンと名付けた。
モリシンは抗菌スペクトルの調査に用いた全てのグラム陽性、陰性細菌に対
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して抗菌作用を示 し、特にグラム陽性細菌に対 してはカイコの主要な抗菌1生ペ
プチ ドであるセクロピンB1よりも強い抗菌活性 を示 した(表4)。 モ リシンは
黄色ブ ドウ球菌 に対 して即時に殺菌的に作用 した(表5)。 モ リシンと黄色 ブ
ドウ球菌 をインキュベー トした場合には細胞質内の酵素による発色基質の分解
が認められ(表6)、 モリシンは黄色ブ ドウ球菌の細胞質膜の透過性を高める
ものと考え られた。またモリシ ンを添加 した場合に、グルコースを内包 した リ
ボソームか らのグルコースの漏 出が認め られ(図6)、 モリシンはリボソー ム
膜 の透過性 を高めるものと考え られた。 これ らの結果か らモ リシンの作用部位
は細菌の細胞質膜であると考え られた。プロテアーゼ消化でモ リシンを2っ の
断片(D1及 びD2、 図5)に 分けて リボソームへの作用を調べたところ、グル
コースを漏出させる活性はモリシンのN末 端側の断片D2に 認め られ(図6)、
この断片 に膜の透過性を高める活性の中心が存在するものと考 えられた。この
領域には、一般的に抗菌性ペプチ ドの抗菌活性発現に重要である α一ヘ リックス
構造が存在することが予測された。
5.モ リシンの大腸菌での生産
更なる検討に必要な量のモリシンを効率良く得る目的で、モ リシンの大腸 菌
での生産系を構築 した。まず、モリシンのアミノ酸配列を基にモ リシン遺伝子
を設計 し、8本 のオリゴヌクレオチ ドに分けて化学合成 した(図7)。 これ を
アニー リングと ライゲーション反応により1つ にまとめ、塩基配列を確認 した
後、2種 の大腸菌の発現用ベクターに組み込んだ。一方の発現系では、モリシ
ンを β一ガラク トシダーゼ との融合タンパク質の形で発現させた。つなぎ目には
メチオニン残基 を設けた(図8)。 粗精製画分 を臭化シアンで処理することに
よ り、抗菌活性 が生じることを確認 した。他方 の系では、モ リシンをマル トー
ス結合タンパク質との融合タンパク質の形で発現させ、つなぎ 目に設けた トリ
プ トファン残基を σ ヨー ドソ安息香酸で切断することによりモ リシンが遊離す
るように設計 した(図8)。 後者の系でモリシンを発現させた大腸菌からの、
融合タンパク質 の性質に依 らな いモ リシンの精製法を確立 した。すなわち、 グ
アニジン塩酸塩の溶液を菌体ペ レッ トに加えて溶菌させ、これに び ヨー ドソ安
息香酸を加えモ リシンを融合タンパク質から遊離させた。過剰 の試薬 と高分子
量タンパク質は酢酸エチル抽出、ゲルろ過によ り除いた。更に陽イオン交換カ
ラムクロマ トグラフィー、逆相HPLCを 経て、精製モリシンを得た。この系で
得た組み換え体 モリシンはカイコか ら単離 したモリシンと同じ一次構造、抗菌
活性をもつことを確認 した。
モ リシンの利用の可能性の検討の一つ として、組み換え体モ リシンのメチ シ
リン耐性黄色ブ ドウ球菌(MRSA)への影響を調べたところ、モリシンはMRSA
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の増殖を一時的に阻害することがわかった(図9)。
6.総 括
カイコか らは今までにセクロピンA、B1、B2、Dが単離されている。今回初
めて単離された抗菌性ペプチ ドは、レボシン1-3とモ リシンである。また、セ
クロピンB類 に属する新たな分子種 として、セクロピンB3を単離 した(図10)。
新規な抗菌性ペプチ ドではないが、セクロピンDが アミ ド化を受ける前の前駆
体 を単離 し、成熟型に変換され ることを示 した。グリシン残基 に富む抗菌性 ペ
プチ ド類に属するアタシンのcDNAは最近カイコから単離されたが、このペプ
チ ドは今回単離 されなかった。鱗翅 目以外の多 くの昆虫か ら単離されている昆
虫ディフェンシン類は今回見つからず、カイコには存在 しない可能性が高い と
考えられる。
レボシン発見 の意義は、今まで鱗翅 目昆虫には存在 しないとされてきたプロ
リン残基に富む抗菌性ペプチ ドを鱗翅 目昆虫か ら初めて単離 した ことである。
ただ し、 レボシンが生体中で単独で抗菌性ペプチ ドとして機能する可能性は低
いと考えられる。
モ リシン発見 の意義は、昆虫の抗菌性ペプチ ドのどのグルー プにも属 さな い
新規な抗菌性ペプチ ドを見い出 したことである。モ リシンのグラム陽性細菌 に
対する抗菌活性 はセクロピン類よ りも強いこと、セクロピン類 と同様に細菌 の
注射によって体液中に生産されてくることから、モ リシンはカイコの生体防御
システムにおいて抗菌性物質と しての機能を担 っているものと考えられる。モ
リシンと、比較的グラム陰性細菌に良く作用す るセクロピン類 とが共存す る こ
とにより、よ り幅広い種類の細菌に対抗できる可能性が考えられる。
昆虫の生産す る抗菌性ペプチ ドの利用を考 えた場合に、現在 汎用 されて耐性
菌の出現が問題 となっている抗 生物質類とは作用機作が異なること、遺伝子 の
形で他の生物に導入 しての利用が可能な こと等が利点 として挙 げ られる。今 回
単離 したモリシ ンは抗菌活性が強 く抗菌スペク トルも広いこと、修飾 アミノ酸
残基をもたず生産方法が限定されないことなどか ら、昆虫の抗菌性ペプチ ドの
中でも最 も利用の可能性が高いものの一つに挙げられると考えられる。
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i'ig.1PrimarystructureofSCRandCTIR.C-terminus
ofC'1'1Risamidated.
;Fig.2...ConvεrsionofCSRtoCTIRbypePtidy!91ycine
α 「amidalipgenzylnes.CS艮was.、incubated.withthe
enzymesandthereactionmixture`wasruninacidic
PAGE.Thesamplesloaded-were:thereactionmixture
omittingCSR(lane1),themixturecontainingCSR(lane
,_,,,2)and3ｵgCTIR(lane3)orCSR(lane4)asmarlcers.
Table1.AntibacterialactivityofCSRandCTIR
Lethal-concentrationwasobtainedbythegrowthinhibition
.zone... assay.withagaros6plates6fnhtrientnl6diU血.(Eiken
Chemical),
Bacteria Lethalconcentration(ｵM)
CSP CTIR
..E
sごheneollfa661fHB101.9'
Acfne加bac亡ersp..NISLB-465$2.旱
?
??
ー
?
lebocin
Ga1R1-3-Ga1NAca,
1DI」RFLYPRGKLPVP田PP主》FNPKPIY主D胚GNR翌
lebocin2
GalNAcα一I
DムRFLYpRGKLPVPIPPPPFNPKPエY工DE【GMくY
lebocin3
.Ga手Nみ¢α「
DLRF.LYPRGKLPVPTLPPFNPKPIY工D麗GNRY
Fig.3Primarystructureoflebocins1,2and3.
TaUle2.AntiUacterialactivityofisolatedandsyntheticleUocins
The.growthinhibitionzoneassaywascloneonassayplatesofnutrientmediuiu.Welldiameterwas
2mmandthevalue2mmindicatestheformationofnoinhibitionzone.Thevaluesarethemean
ofthreeexperiments.Standarddeviationsareindicatedinparenthoses."n.d."indicates"not
determined.".SyntheticpeptidesS2andS3donotcontainsugarchainsandcorrespond,topeptides
2and3,respectively.CecropinBIisolatedfromB.moriwasusedasacontrolantibacterialpeptide.
Bacteria Amount
(nmol
/well)
InhiUitionzonediameter(mm)
Peptido
1 2 3 S2
.「
S3 Cecropin
B1
Acinetobactersp.NISL2
B・46530.5
2..3(0.6)
2
4 0(0,2)4.8(0,1)2
2.8(0.1)3,0(0.1)2
?
?
?
?
n.a.
11.8(0.1)
Eschθ賀'chねcolfHB101
?
?
?
?
2.5(0.3)
2
3.6(0.1)4.6(0.3)2.6(0.3)2.1(0.1)n.d.
22.2(0,1)2215,1(0.3)
Pseudomonas
・伽orθsoθn31AM1179 ?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
n.d.
13.6(0,1)
Staphylococcus
ATCC6538P
ぎ1ureus
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
n.d.
11.2(0.1)
一s一
ioo
80
60
40
?
?
??
?
?
?
?
?
?
??
」
?
?
?
?
?
??
60
40
20
0
lal
/b)
1 is
[Peptide)(ｵg/mq
100
Fig.4Effectsofpeptidesonliposomalmembrane
permeabiliry.E.cola-typeliposomewithentrapped
glucosewaspreparedandincubatedwithdifferent
concentrationsofpeptidesin10rnMsodiumphosphate,
pH7(a)orin10mMsodiumphosphate,pH7,
containing130mMNaCI(b),andtheamountofglucose
releasedfromtheliposomewasmeasured.Theamount
foglucosereleasedby1%TrironX-100wasdefinedas
100%.●,1ebocin3;○,lebocinS3;■,α一lactalbumin(as
anegativecontrol).
Tablｩ3,1;ffectoflebocin30nantibacterialactivityofcecropinDagainst
E.colfHB101a
Nutriｩntbroth
concentration
MIC(μg/mDofcecropinDinthepresenceofleboein3
withindicatedconcｩntrationwithb'ICindexin
parenthesisb
Lθbocin3(μ9/ml)c
0 15 50 100 200
lx
O,5xd
『?
??
?
?
?
?
?
??
6.25(1.OL)
3.13(0,52)
3.13(0.56)1.56(0.38)1.5fi(0.50)
0;78(0.25)nden.d,
nExperimentswererepeatedthreetimes
bConcentroLionsofcecropinDusedweroO .39,0.78,1.5G,3.13,G.25and
12.5ｵg/rul,
MICsoflebocin3alonoinlxandU.5xnutrientbrothwere800and400
μ9/ml,respectively.
dO
.5xindicatosthohalfconcentrationofnutrientbroth.
eNotdetermined .
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Fig.5Amino,acidsequenceofthenovelpeptide.FragmentsDl
andD2wereobtainedbydigestingthepeptidew1th
endoproteinaseAsp-N.Positivelyandnegativelychargedamino
acidsareindicatedwith十and一,respectively.ロ
Table4.AntibacterialactivityofthenovelpeptideandcecropinBl
Lethalconcentrationwasobtamedbythegrowthinhibitlonzone
assaywithagaroseplatesofnutrientmedium,Fortheassaywith
S加 θP亡ococcuspyo9θnes,theagaroseplatesofbrainheartinfusion
wereused.
Bacteria Lethalconcentration(ｵIVn
Moricin CecropinB1
EscherichiacoliJM109
Aα'ηθ舌ob80舌θrsp.NISLB-4653
PseudomonasfluorescensIAM1179
PseudomonasaeruginosaIAM15140
Bac丑1ロssub古flfsIAM1107
Bac丑1usmega亡en●ロmIAM1030
Bacfllu8cθrθu31FO3457
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
8加phy五)ooeα～3
Staphylococcus
8亡rep亡ococcus
aureusATCC6538P
AitreusATCC6538Pｰ
aureusIb'03083
xylosusIAM1312
epidermidisIPO12993
pyogenesATCC21547
0.31
0,27
0.53
081
019
0.09
0.38
0.21
0.22
0.4G
O.27
0.18
0.25
o.is
O.19
0.49
0,62
0.50
0.21
33
0,77
Z3
1G
>40
0,49
6.9
aTheplatescontainedadditional150mMNaCI.
Table5,E脆eむofmoricinonviabilityofS.
aureuscells
Bacterialcellswereincubatedinbrainheart
infusionmediumat30`C.Aftortheaddition
ofthepeptideordistilledwater(control),
sampleswerewithdrawnatindicatedtime
intervals,dilutedandsproadontheagar
platesofnutriｩntmedium,Aftorthe
incubationoftheplatesat30`Cfor24h,
colonynumberwascountｩd.Rosultsare
expressedin102colony-formingunits/ml.
"n
.d."indicatesl量notdetermined",
Table6,)Jffectofmoricinonthepermeabilityof
cytoplasmicmembraneofS,ai:reus
Thecellscontaininginducedphospho一(3-
galactosidaseactivitywithgalactosewereincuUated
30℃ 董br20minwiththeindicatedconcentrationof
moricm.AftortheadditionofONPG-6-phosphate,
thelevelofhydrolystsofthesuhstratewasassayed
bymeasuringtheabsorbanceatX105nm.Thelevelof
thehydrolysisaftertheincubationofthecellsat
30℃ 魚)r20minwith1%TritonX・100wasde盒nedas
100ｰ/u.
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Fly.6Effectofmoricinanditsproteolytic
fragmentsonthepermeabilityofliposomal
memUrane.S.aureustypeliposornewithentrapped
glucosewasincubatedwitkitheindicated
concentrationofthepeptides.Aftertheincubation,
theamountofglucosereleasedfromtheliposome
wasmeasured.Theamountofglucosereleasedby
1%TdtonX-100wasdefinedas100%.Thepeptide
samplesusedweremoricin(closedcircles),
fragmentDl(opencircles)andfragmentD2(closed
squares).
a F酷階矩[====亟i=
(Wmcc)
i
MARIPIRAIRTVGRAVGRGLRAINIASTANDVFNFLRPRRRRH*
ECORI
禽
盛ATAG
T層ATCA㏄T
Sa1工
b ↓AATTCATGGCTAAAATCCCGATTAAGGCAATTAAAACTGTGGGCAAAGCT
、皿撒 糠慧欝 螺 慧 霊羅豊
㎝C㎝ ㎜C蝋 聯CGA禦AG叩㏄㎝ ㎝㎜ 働皿㏄1㎜
。㎜磁 。㎜CC_CC鋤 、㎜CG。㎜,。。。醐 。G
螂T㎜ 働 騨 囎C㎜A㎜T㎝ ㎜A臓 ㏄T
rig.7Structureoftheartificialsyntheticmoricingene.ScYiematicdiagramofthemoricingene
(a).Correspondingaminoacidsequenceisindicatedinone-lettercode.TheMetcodonJustbefore
thernoricinsequencewasreplacedwithTrncodonusingPCR.Asterisksindicatestopcodon.
Nucleotidesentienceoftheartificialmoricingene(U).Arrowsindicatethelibationpositionsofthe
syntheticDNAfragments.
ρ
apXAMORI
EcoRI Sa涯
1
PIlc β一galactosidase moricin
Metcolon
bpMALMOR2
EcoRI Saπ
1
Pしac maltose-bindingprotein
-
moricin
Trpcoclon
Fig.8Schematicdiagramofthegenesoffusionprotetnswithmoricinex:pressedinpXAMOR1(a)
andpMALMOR2(b).
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Fig.9Effectsofmoricin(a)andcecropinB2(U)onthegrowthofthreestrainsofmethicillin-
resistantS亡aphylococcusaureuscells(indicatedw1thO,口and▲,respectively).Thegrowth
levelofbacteriaincubatedwithoutantibacterialpeptidewasdefinedas100%,
cecropinBl
cecropinB2
cecropinB3
ioao30
RWK工FKK工EKMGRN工RDG工▽KAGPA工EVLGSAKA工
RWK工FKK工EKMGRNIRDG工VKAGPA工EVLGSAKA工
RWKIFKK工EKMGRN工RDG工VKAGPA工EVLGSAKA工
rig.10AminoacidsequencesofcecropinBsfromB.rnori.
Hydroxylatedlysineresiduesareunderlined.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
本論文では,カ イコを対象 として抗菌性ペプチ ドの探索を行い,複数の新規抗菌性ペプチ ドを単離
し,それらの一次構造並びに性質を明らかにした。また,これらのペプチ ドのうちその性質から特に
利用性が高いと思われるものについて,大 腸菌での生産系を構築 した。
新規抗菌性ペプチ ドとしては,いずれも糖鎖カミ付加したプロリソ残基に富む抗菌性ペプチ ド3種を
単離 しレボシン(1-3)と命名した。これらは単独では抗菌活性が弱いが,セ クロピンDとの共存に
より大腸菌に対する相乗的な抗菌作用が示された。また,塩濃度の低い条件ではグル コースを内包す
る リボソームからのグル コースの漏出を示し,レボシンが膜の透過性を高める作用をもつものと考え
られた。
さらに,従 来,り ん翅 目昆虫からの抗菌性ペプチ ドの単離は,も っぱらグラム陰性菌に対する活性
を指標に行われてきたが,今 回新たにグラム陽性菌に対する抗菌活性を調査 し,有害グラム陽性菌で
ある黄色ブ ドウ球菌に対する抗菌活性を見いだし,本活性画分を追求したところ,新規と考えられる
抗菌性ペプチ ドを一つ単離 した。このペプチ ドの一次構造は,いずれの既知の抗菌性ペプチ ドとも相
同性を示さず,全 く新 しいタイプの抗菌性ペプチ ドと考えられ,本 ペプチ ドをモリシソと命名した。
モリシンの抗菌スペク トル調査によると使用した全てのグラム陽性,陰性細菌に対 して抗菌作用を
示 し,特にグラム陽性細菌頓対してはカイコの主要な抗菌性ペプチ ドである既知のセクロピンB1よ
りも強い抗菌活性を示 した。黄色ブ ドウ球菌に対するモリシンの作用性は細胞質膜の透過性を高める
ものと考えられ,グ ル コースを内包した リボソームからのグル コースの漏出が示された。そ して,こ
の活性はモ リシンのN末端側の断片に基づ くものと考えられ,こ の断片に膜透過性を高める活性の中
心が存在すると推定された。
強い抗菌活性を示 した新規ペプチ ド,モ リシソの生産系を構築するため,モ リシンのア ミノ酸配列
からその遺伝子を設計 ・化学合成 し,大腸菌の発現用ベクターを用いて融合タンパク質の形で発現 さ
せたのちモ リシンを遊離させることを試み,比較的多量:の精製モ リ潔ンを得た。
以上のように本論文は,昆 虫における抗菌性ペプチ ドとして新たな範疇に入るべき新規抗菌性ペプ
チ ドを発見す るとともに,グ ラム陰性菌及びグラム陽性菌の双方に対 して幅広い抗菌スペクトルをも
つものが存在することを示した。本研究は,昆虫の生体防御機構についての新知見のみならず,昆 虫
由来抗菌性ペプチ ドの産業利用への道を拓 くものとして,審査員一同は本研究者に博士(農学)の 学
位を授与するに値するものであると認定 した。
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